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Akt – protein kinaza B (tudi PKB) 
AS160 – substrat Akt velik 160kDa 
ATP – adenozintrifosfat 
Erk – ang. extracellular signal-regulated kinase – z zunajceličnim signalom regulirana 
kinaza 
GLUT4 – transporter tipa 4 za glukozo 
GTP – gvanozintrifosfat 
IL-6 – interlevkin-6 
IRS – substrat inzulinskega recepotrja 
JAK – kinaza Janus 
MAP – z mitogenom aktivirani protein 
MAPK – MAP kinaza 
mTOR – ang. mammalian target of rapamycin – sesalska tarča za rapamicin 
PI3K – fosfatidilinozitol-3-kinaza 
RX – Ruxolitinib 
SH2 domena – domena 2, Src homologija  
STAT – ang. signal transducer and activator of transcription – prenašalec signala in 
aktivator transkripcije 
TBST – ang. Tris buffered saline and Tween – pufer Tris z NaCl in Tweenom  
TOF – Tofacitinib 











Vpliv zaviralcev JAK na inzulinsko signalizacijo v skeletnih mišicah 
Povzetek:  
JAK-STAT signalna pot je povezana z inzulinsko signalizacijo. Inhibicija kinaze JAK s 
kompetitivnima inhibitorjema ruksolitinibom in tofacitinibom na mestu vezave ATP bi 
tako lahko spremenila aktivacijo inzulinskih signalnih poti PI3K/Akt in MEK/ERK. 
Vpliv na inzulinsko signalizacijo ima tudi interlevkin-6 prek inhibicije pomembnega 
proteina za prenos inzulinskega signala znotraj celice IRS. Kronična inhibicija signala 
lahko vodi v razvoj inzulinske rezistence, za katero so najbolj dovzetne prav 
skeletnomišične celice, ki privzamejo največji delež glukoze. Povišana koncentracija 
STAT3 je povezana z razvojem inzulinske rezistence in sladkorne bolezni tipa 2. Zato 
nas je zanimal vpliv inhibitorjev JAK na občutljivost in odzivnost proteinov Akt, AS160 
in Erk1/2 na inzulinsko signalizacijo. Zanimal nas je tudi odziv ob dodatku visoke 
koncentracije interlevkina-6. Primerjali smo aktivnosti proteinov Akt, AS160 in Erk1/2 
v bazalnih pogojih, ob dodatku inzulina in ob dodatku inhibitorja JAK. Primerjali smo 
tudi aktivnost istih proteinov ob akutnem in kroničnem delovanju interlevkina-6 ter ob 
sočasnem delovanju inzulina in akutnem in kroničnem delovanju inhibitorjev JAK. 
Poskuse smo izvedli na podganjih (L6) mišičnih cevčicah in za analizo fosforilacije 
proteinov uporabili metodo prenos western. Potrdili smo, da ruksolitinib poveča 
občutljivost in odzivnost skeletnomišičnih celic na inzulin v bazalnih pogojih. V 
prisotnosti interlevkina-6 sta ruksolitinib in tofacitinib rahlo povečala aktivacijo signalne 
poti Akt/AS160 in pri istih pogojih ne vplivata na aktivacijo signalne poti Erk1/2. 
 










The Effect of JAK Inhibitors on Insulin Signalisation in skeletal muscle 
Abstract:  
JAK-STAT signaling pathway is integrated with insulin signalisation. JAK inhibition by 
competitive ATP inhibitors Ruxolitinib and Tofacitinib could influence the activation of 
insulin signaling pathways PI3K/Akt/AS160 and MEK/ERK. Interleukin-6 also 
influences the insulin signalisation by inhibiting IRS and blocking the signal transduction 
inside the cell. Chronic inhibition can lead to insulin resistance, especially in skeletal 
muscle cells which have a very high glucose consumption. High concentration of STAT3 
is linked to insulin resisatance and type 2 diabetes. We wandered how JAK inhibitors 
influence the responsivnes of Akt, AS160 and Erk1/2 on insulin stimulation. We also 
wanted to know how interleukin-6 in high concentrarion influences the same proteins. 
We compared the phosphorilation of Akt, AS160 and Erk1/2 in basal conditions, with 
insulin and with JAK inhibitor. We also compared phosphorilation of the same proteins 
with the addition of interleukin-6, insulin and JAK inhibitors. The experiments were 
preformed on L6 myotubes and western blotting was used for protein phosphorilation 
analasys.  We confirmed that Ruxolitinib increases the responsivnes of skeletal muscle 
cells on insulin signalisation in basal conditions. With the addition of high concentration 
of interleukin-6 Ruxolitinib and Tofacitinib slightly increased the activation of 
Akt/AS160 signaling pathway, but did not influence the Erk1/2 signaling pathway.   
 











1.1 Signalna pot JAK-STAT 
Signalna pot JAK-STAT (slika 1.1) posreduje informacije preko trans-membranskega 
receptorja do jedra, kjer pride do transkripcije tarčnih genov. Signal sprožijo različni 
citokini in rastni faktorji. Ob vezavi liganda pride do dimerizacije receptorjev, to pa med 
seboj približa kinazi Janus (JAK), vezani na receptor, ki posledično fosforilirata druga 
drugo v procesu transfosforilacije, za katerega je potrebna energija v obliki ATP. 
Aktivirana JAK fosforilira tirozinske ostanke na receptorju, na katere se lahko vežejo le 
proteini z domeno SH2. Domeno SH2 poseduje tudi prenašalec signala in aktivator 
transkripcije (ang. signal transducer and activator of transcription, STAT), ki se veže na 
fosoforiliran receptor. JAK nato fosforilirajo tirozinske ostanke na proteinih STAT in 
sprožijo njihov odcep od receptorja. Aktivirani proteini STAT tvorijo dimere, ki nato 
prehajajo v jedro, kjer delujejo kot aktivatorji transkripcije za tarčne gene [1], [2].  
 
Slika 1.1: JAK-STAT signalna pot. Povzeto po [3]. 
Znane so štiri različne JAK: JAK1, JAK2, JAK3 in tirozin kinaza 2 (TYK2), medtem ko 
je poznanih sedem različnih proteinov STAT, ki lahko tvorijo homodimere ali 
heterodimere [1], [4]. 
Signalna pot JAK-STAT sodeluje v različnih biokemijskih procesih, pomembna je za 
delovanje imunskega sistema, deljenje in rast celic, celično smrt in ob napakah tudi pri 




nastajanju tumorjev. Večkrat lahko pride do napak na JAK-STAT signalni poti, ki  
povzročijo nesorazmerja med deljenjem in diferenciacijo celic, kar lahko vodi do 
različnih bolezni, kot so policitemija vera in mielofibroza [4].  
1.1.1 Umestitev signalne poti JAK-STAT med druge signalne poti 
Na fosforiliriran transmembranski receptor za citokine, povezan s proteinom JAK se 
lahko, kot že prej omenjeno, veže vsak protein, ki vsebuje domeno SH2. Navadno je to 
protein STAT, vendar ne vedno. Tako se signalna pot JAK-STAT povezuje z drugimi 
signalnimi potmi (slika 1.2), kot sta signalni poti MEK/ERK in PI3K/Akt [5]. Prek 
omenjenih signalnih poti poteka tudi signalizacija inzulinskega receptorja [6]. 
 
Slika 1.2: Preplet signalne poti JAK-STAT z inzulinskimi potmi, prikazan na primeru IL-6 kot liganda. 
Prek receptorja je mogoča aktivacija MAPK/Erk signalne poti (skrajno desno) in PI3K/Akt/mTOR 
signalne poti (levo), ki sta sicer inzulinski signalni poti, aktivirani prek inzulinskega receptorja. Povzeto 
po [7]. 
1.1.2 Signalne poti sprožene z inzulinom 
Znotrajcelično signaliziranje inzulina se začne z vezavo inzulina na inzulinski receptor, 
ki je sestavljen iz dveh zunajceličnih podenot α in dveh transmembranskih podenot β. Ob 
vezavi inzulina pride do konformacijskih sprememb transmembranskih podenot in 




aktivacije znotrajcelične tirozin kinazne domene, ki poskrbi za transfosforilacijo vsake 
od verig β. Fosforilirane verige β rekrutirajo proteine, ki poskrbijo za nadaljnji prenos 
signala. Najpogosteje so to proteini IRS (substrat inzulinskega receptorja, obstajajo v 4 
izooblikah), rekrutirajo pa tudi proteine Gab1, SHC in drugi. Tirozinska fosforilacija teh 
proteinov povzroči, da postanejo prepoznavna mesta za efektorske proteine z domeno 
SH2 ali fosfotirozin vezavno domeno [8]. Zelo pomembno vlogo igrajo predvsem proteini 
IRS, ki so začetniki tako signalne poti PI3K/Akt, kot tudi MEK/ERK, ki sta podrobneje 
razloženi v nadaljevanju. Signalne poti inzulina nato vodijo v mnogo različnih smeri, prvo 
križišče pa predstavlja že protein IRS. Osnovna naloga inzulina je spodbujanje privzema 
glukoze v celico prek povečane translokacije GLUT4 na membrano, vendar ima še mnogo 
drugih učinkov. Deluje kot rastni faktor, pomemben je pri povečanju sinteze proteinov v 
celici in pri večjem privzemu aminokislin v celico [9]. 
1.1.2.1 Signalna pot PI3K/Akt  
Signalna pot PI3K/Akt je odgovorna za večino metabolnih učinkov inzulina. PI3K se 
veže na fosforiliran protein IRS s svojo domeno SH2, kar povzroči njeno fosforilacijo in 
aktivacijo. Nadalje pride do fosforilacije proteina Akt (protein kinaza B), ta pa lahko nato 
signal prenese na več različnih proteinov. Najpomembnejši sta aktivacija proteina mTOR, 
ki prek drugih proteinov spodbuja translacijo ter predstavlja glavno vozlišče, ki glede na 
rastne dejavnike in količino aminokislin uravnava rast in proliferacijo celic, in 
fosforilacija AS160, ki igra ključno vlogo pri transportu glukoze v celico. AS160 deluje 
kot zaviralec translokacije veziklov z GLUT4. Fosforilacija povzroči dezinhibicijo in 
translokacijo GLUT4 na plazmalemo [5], [6]. 
Signalna pot je lahko aktivirana tudi preko aktiviranega receptorja na poti JAK-STAT, 
saj ima protein PI3K domeno SH2 in se lahko veže na fosoforiliran receptor, kjer ga nato 
aktivira protein JAK (slika 1.2) [5]. 
1.1.2.2 Signalna pot MEK/ERK 
Aktivacija signalne poti sproži transkripcijo DNA. Pri inzulinski signalizaciji se najprej 
fosforilira protein IRS, ki nato prek adapterskih proteinov Grb2 in SOS aktivira majhno 
GTP-azo Ras, ki hidrolizira GTP v GDP. Posledica je aktivacija kaskade kinaz 
MEK/ERK1/2. Aktiviran Erk1/2 se nato translocira v jedro, kjer aktivira različne 
transkripcijske faktorje, navadno za gene, ki sodelujejo pri delitvi celic [6]. 
Signalna pot je nekoliko bolj kompleksno povezana z signalno potjo JAK-STAT, tukaj 
se namreč aktivira adapterski protein SHC (protein, ki vsebuje domeno SH2). Šele ta 




protein nato aktivira protein Grb2, ki je del signalne poti. Preko njega se nato signal lahko 
prenese naprej do konca signalne poti (slika 1.2) [10]. 
1.1.3 Interlevkin-6 
Interlevkin-6 (IL-6) je citokin s provnetnimi in protivnetnimi učinki. Sprošča se iz 
kontrihirajočih skeletnih mišic, zato ga uvrščamo med miokine oziroma citokine 
mišičnega izvora [11]. Je tudi eden od citokinov, ki aktivirajo signalno pot JAK-STAT. 
Receptor za IL-6 je sestavljen iz osrednje receptorske enote (IL-6R ali IL-6Rα) na katero 
se veže IL-6 in podenote gp130, ki omogočajo transdukcijo signala. Znotrajcelična dela 
gp130 se ob vezavi IL-6 združita in omogočita transdukcijo signala tako, da rekrutirata 
proteine potrebne za nadaljnje prenašanje signala. V primeru signalne poti JAK-STAT je 
to navadno JAK1, lahko pa tudi JAK2 ali TYK2. Že fosforilirani gp130 nato rekrutirajo 
tudi proteine STAT, v primeru IL-6, ki deluje na skeletnomišične celice, je to STAT3 
[10]. 
Presnovini učinki IL-6 so kompleksni. Dolgo je veljalo prepričanje da znižuje oksidacijo 
ogljikovih hidratov in prenos transporterjev GLUT4 na plazmalemo [12], vendar je bilo 
nedavno dokazano ravno nasprotno [13]. Njegovi učinki pa so lahko različni ob različnih 
presnovnih stanjih [13]. Velikokrat je IL-6 povezan tudi s povečano odpornostjo celic na 
inzulin, kar je zanimivo glede na to, da telesna aktivnost zmanjšuje odpornost na inzulin. 
Pokazalo se je, da akutno delovanje IL-6 zmanjšuje odpornost celic na inzulin, medtem 
ko kronično delovanje odpornost na inzulin povečuje [14]. Prav tako je povečana 
aktivacija proteina STAT3 povezana z razvojem sladkorne bolezni tipa 2 (SB-2) [15]. 
Prav prek STAT3 pa se v jedro prenaša signal, ki ga sproži IL-6. Oboje je torej povezano 
in lahko vodi k SB-2 [10], [15]. Do kronično povišanega IL-6 lahko pride ob povečanem 
stresu in posledično povišanem kortizolu [16]. 
1.1.4 Vloga signalne poti JAK-STAT pri sladkorni bolezni tipa 2 
Povečana aktivacija proteina STAT3 v jedru lahko vodi v inzulinsko rezistenco in 
posledično v SB-2. Dimer STAT3, ki je pogost v mišični celici namreč spodbuja 
transkripcijo gena za SOCS3. Pomemben zaviralec JAK je SOCS3, ki omogoča 
negativno povratno uravnavanje signalne poti JAK-STAT. Poleg tega inhibira tudi 
signalno pot PI3K/Akt prek spodbujanja razgradnje proteina IRS-1. Povišana aktivnost 
JAK-STAT signalne poti in posledično ob povišana koncentracija proteina SOCS3 lahko 
privede do inzulinske rezistence, saj pride do zmanjšane aktivacije znotrajceličnih 
signalnih poti, na katere vpliva IRS. V prejšnjih poskusih se je 70% redukcija v 
koncentraciji proteina STAT3 z metodo siRNA izkazala za izredno učinkovito, saj je bila 




opažena manjša inzulinska rezistenca in višji vnos glukoze [15]. Verjetno bi bilo torej 
koristno uporabiti zdravilo, ki zmanjšuje koncentracijo ali aktivnost STAT3 v boju proti 
SB-2. 
1.2 Zaviralci JAK (jakinibi) 
Zaviralci JAK so skupina učinkovin, med katere uvrščamo ruksolitinib in tofacitinib, po 
strukturi precej podobni spojini [17]. Glavni del strukture obeh inhibitorjev je 
pirolpirimidinov obroč, ki je enak pri obeh spojinah. Prav ta regija je ključna za inhibicijo, 
preostali del molekule pa skrbi za močnejšo vezavo [18]. 
1.2.1 Ruksolitinib 
Ruksolitinib je bil prvi inhibitor JAK, ki je bil potrjen s strani Uprave ZDA za hrano in 
zdravila (FDA) za uporabo v zdravstvene namene [19]. Trenutno se že uporablja kot 
zdravilo za policitemijo vero in mielofibrozo [20]. Deluje specifično na JAK1 in JAK2, 
vendar delno inhibira tudi JAK3 in tirozin kinazo 2.  Je izjemno učinkovit zaviralec saj 
pri 1 µM koncentraciji inhibira 97 % JAK1 in 99 % JAK2, vrednost IC50 za ta dva 
proteina pa je v nanomolarnem območju [21].  
Ruksolitinib deluje kot kompetitivni inhibitor na vezavnem mestu za ATP. Posebna 
struktura (slika 1.3 A) mu omogoča vezavo v  hidrofobni žep ATP-vezavne domene 
JAK1/2 in stabilizacijo pregibne regije (ang. hinge region) s pomočjo dveh vodikovih 
vezi. Tako prepreči vezavo ATP, ki je nujno potrebna za delovanje JAK. Delovanje 
ruksolitinba je neodvisno od postavitve aminokislinskega ostanka Met929 ali mutacije 
tega ostanka, saj je dovolj majhen da nanj ne vpliva, medtem ko se zaradi tega ostanka 
nekatere spojine ne morejo vezati v hidrofobni žep JAK in so zato precej manj učinkovite 
od ruksolitiniba [19], [21]. 
1.2.2 Tofacitinb 
Tofacitinib je po strukturi (slika 1.3 B) precej podoben ruksolitinibu, vendar deluje na 
JAK3, kjer prav tako deluje kot kompetitivni inhibitor in se veže na enako mesto kot 
ruksolitinib, v hidrofobni žep ATP-vezavne domene. IC50 je pri nekoliko višji 
koncentraciji kot ruksolitinibov, prav tako pa ima precej hude stranske učinke, kot je 
anemija in nevtropenija. Uporablja se za zdravljenje revmatoidnega artritisa, za kar je bil 
najprej potrjen s stani FDA. [19]. 





Slika 1.3: Kemijska stuktura ruksolitiniba (A) in tofacitinba (B) in prikaz njune vezave na JAK. Pri 
tofacitinibu so prikazana tudi ključna mesta za vezavo na JAK2/3. Prikazani sta še kristalni strukturi 
tofacitiniba z JAK3 (C) in JAK2 (D). Tofacitinib je prikazan v vijolični barvi, aminokislinski ostanki, s 
katerimi tvori vodikove vezi v zeleni barvi in vodikove vezi v modri barvi [19]. 
1.3 Skeletna mišica in inzulinska rezistenca 
Skelene mišice v mirovanju in med telesno aktivnostjo privzamejo veliko glukoze. V 
hiperinzulinskem stanju, kadar je koncentracija glukoze visoka (po obroku) porabijo 
skeletne mišice okoli 80 % razpoložljive glukoze. Skeletne mišice imajo tudi lastno 
zalogo glikogena in kadar pride do okvare katerega od proteinov odgovornih za sintezo 
glikogena (navadno genetsko pogojeno), lahko to vodi do povečane inzulinske rezistence, 
saj mišica ni sposobna porabiti privzete glukoze. Posledično se stalno povečuje količina 
izločenega inzulina, da se v krvi vzpostavi normalna raven glukoze. Podobno se zgodi 
tudi ob nepravilni prehrani. Povečane količine inzulina v krvi povzročijo rezistenco na 
inzulin, najprej v celicah skeletnih mišic, kjer je privzem glukoze največji. V raziskavah 
privzema glukoze z inzulinsko signalizacijo v mišicah nog so zdravi osebki dosegli 
privzem okrog 10 mg glukoze na kg teže noge na minuto v 60 minutnem testu. Pri 
bolnikih s SB-2 je bila ta vrednost skoraj prepolovljena, kar kaže kako zelo inzulinska 
rezistenca vpliva na privzem glukoze v skeletnih mišicah. Inzulinska rezistenca v celicah 
skeletnih mišic predstavlja enega prvih znakov razvoja SB-2 [22]. 
1.3.1 Eksperimentalni model za proučevanje skeletnih mišic in vitro 
Za proučevanje skeletnih mišic in vitro se uporablja več različnih modelov, med drugimi 
tudi podganje celične linije L6. Celične linije L6 so linije podganjih mioblastov. Spadajo 
med trajne celične linije, torej imajo sposobnost neomejenega števila celičnih delitev. 
Pridobivajo jih iz primarnih kultur s postopki transformacije. Njihova hitra rast in 
diferenciacija skupaj s podobnostjo človeškim skeltnomišičnim celicam poskrbi, da so 
pogosto uporabljen model za proučevanje delovanja inzulinskih signalnih poti v 
skeletnomišičnih celicah [23]. 




Primarne celične kulture človeških mišičnih celic pridobimo iz satelitskih celic mišičnega 
tkiva anonimnih donorjev mišičnih celic. Gojenje je nekoliko zahtevnejše, kot gojenje L6 
podganjih mioblastov, saj je težje dobiti lepo konfluentno rast. Zaradi ohranjanja 
diferenciacijskih sposobnost celic in vitro, prestavljajo dober eksperimentalni model, ki 
omogoča proučevanje postopka mišične regeneracije od enojedrnih mioblastov do 
njihovega zlitja v večjedrne mišične cevčice (slika 1.4) [23]. 
 
Slika 1.4: Proces  skelerastitnomišičnih celic od mioblastov do večjedrnih cevčic. Povzeto po [24] 




2 Namen dela in hipoteze 
Povišana koncentracija in aktivnost STAT3 je povezana z inzulinsko rezistenco, 
debelostjo in posledično s SB-2 [15]. Aktivnost STAT3 lahko zmanjšamo z inhibicijo 
JAK, ki zmanjša aktivacijo STAT. Torej lahko tudi inhibitorji JAK delujejo kot zdravila 
za SB-2. Posledično bi tako ruksolitinib, kot tofacitinib, lahko uporabili tudi za 
zdravljenje SB-2 in inzulinske rezistence. 
V diplomski nalogi smo želeli ugotoviti vpliv inhibitorjev JAK ruksolitiniba in 
tofacitiniba na fosforilacijo proteinov udeleženih v inzulinskih signalnih poteh in na 
signalni poti JAK-STAT (pAkt, pErk1/2, pAS160, pSTAT3). Ugotoviti smo želeli tudi 
kakšna je razlika v fosforilaciji naštetih proteinov ob dodatku inzulina in nadalje pri 
učinku IL-6. Zanimalo nas je tudi ali obstajajo razlike med dolgotrajnim (kronični vpliv) 
in kratkotrajnim delovanjem IL-6 (akutni vpliv). 
Zastavili smo tri hipoteze: 
1. V bazalnih razmerah ruksolitinib poveča občutljivost in odzivnost 
skeletnomišičnih celic na inzulin.  
2. V prisotnosti visoke koncentracije IL-6 (50 ng/mL) ruksolitinib in tofacitinib  
povečata z inzulinom spodbujeno aktivacijo signalne poti Akt-AS160 v 
skeletnomišičnih celicah. 
3. V prisotnosti visoke koncentracije IL-6 (50 ng/mL) ruksolitinib in tofacitinib ne 
vplivata na z inzulinom spodbujeno aktivacijo signalne poti MEK/ERK v 
skeletnomišičnih celicah. 
Ad1) V skeletnomišičnih celicah signalna pot JAK-STAT3 prek lastnega negativnega 
regulatorja SOCS3 zavira tudi signalno pot PI3K/Akt na ravni proteina IRS-1, kar lahko 
vodi k inzulinski rezistenci. Posledično zaviranje JAK-STAT3 signalne poti v 
skeletnomišičnih celicah povzroči povečano občutljivost na inzulin. 
Ad2) V skeletnomišičnih celicah ob visoki koncentraciji IL-6 lahko pride do rezistence 
na inzulin, saj lahko preko večih poti inhibira PI3K/Akt signalno pot. Ob dodatku 
ruksolitiniba ali tofacitiniba bi se vpliv IL-6 zmanjšal in posledično bi se povečala 
aktivacija (fosforilacija) Akt in AS160. 




Ad3) Signalna pot MEK/ERK za razliko od signalne poti PI3K/Akt pri SB-2 ne postane 
rezistentna na inzulin. Posledično je nesmiselno pričakovati, da bo inhibicija JAK 






















3 Materiali in metode 
3.1 Materiali 
Podganje mioblaste L6 smo pridobili iz zbirke ATCC (Manassas, VA, ZDA). Za gojenje 
izdelke proizvajalca Starstedt (Nümbrecht, Nemčija). Mediji za gojenje mioblastov in vsi 
potrebni dodatki so bili kupljeni pri Invitrogen (Life Technologies, MD, ZDA). Sistem 
Criterion za prenos western, gradientne bis-tris gele, MES pufer in sekundarna protitelesa 
smo kupili pri proizvajalcu BioRad (Hercules, CA, ZDA), PVDF membrano 
»Immobilon-P« pri proizvajalcu Millipore (Billerica, MA, ZDA). Za ojačano 
kemiluminiscenco smo uporabili rentgenski film Agf (Zagreb, Hrvaška) in napravo Curix 
60 (Agfa Healthcare, Greenville, SC, ZDA). Za denzitometrijo smo uporabili GS-800 
Calibrated Densitometer (BioRad, Hercules, CA, ZDA). Vsi ostali reagenti, za katere ni 
drugače navedeno, so bili kupljeni pri podjetju Sigma-Aldrich (MO, ZDA). 
3.2 Celične kulture L6 podganjih mišičnih celic 
Celice L6 smo vzgojili v mediju MEMα (ang. minimum essential medium α, Gibco, 
#12571-063, ThermoFisher Scientific) z dodatkom 10 % FBS (ang. fetal bovine serum, 
Gibco, #10270-106, ThermoFisher Scientific), 1 % PenStrep (100 enot/mL penicilina in 
100 mg/mL streptomicina, Gibco, #15070-063, ThermoFisher Scientific) in 1 % 
Fungizonom (Amfotericin B, Gibco, #15290-018, ThermoFisher Scientific). Celice smo 
v gojitvenem mediju vzdrževali pri 37 °C v navlaženem zraku pri 5 % CO2 v inkubatorju 
Heracell (Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, ZDA). Diferenciacija v cevčice je 
potekala v mediju MEMα z 2 % FBS, 1 % PenStrep in 1 % Fungizonom. Zadnjih 24 ur 
pred poskusom so bile celice v mediju MEMα(-), brez nukleozidov z 2 % FBS, 1 % 
PenStrepom in 1 % Fungizonom. Celice smo najprej vzgojili v gojilnih posodah, nato pa 
presadili na plošče z 12 vdolbinicami. 
3.3 Tretiranje celic z zaviralci JAK 
3.3.1 Vpliv ruksolitiniba na odzivnost podganjih mioblastov L6 na inzulin 
Celice smo tretirali z 10 µM ruksolitinibom ali z 0,1 % DMSO 4 ure in nato še brez ali z 
dodanim inzulinom (Actrapid, humani inzulin, Novo Nordisk, 10 mL=1000 U) za 30 min. 
Ob istem času kot smo dodali ruksolitinib, smo medij zamenjali v MEMα(-) brez 
nukleozidov.  
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Slika 3.1: Prikaz spojin dodanih v posamezno jamico pri preverjanju vpliva ruksolitiniba (RX) na 
odzivnost podganjih mioblastov na inzulin. V prvi vrstici (belo) smo dodali 0,1 % BSA/PBS, v drugi 
vrstici (svetlo zeleno) 12 nM inzulin, v tretji vrstici (temno zeleno) pa 120 nM inzulin.  
3.3.2 Vpliv ruksolitiniba na z inzulinom spodbujeni signalni poti Akt/AS160 in 
MEK/ERK v prisotnosti visoke koncentracije IL-6 
Celice smo zadnjih 24 ur gojili v mediju MEMα (-) brez nukleozidov. Celice smo tretirali 
z 10 µM RX ali z 0,1 % DMSO 24 ur ali 4 ure. Obdelovanje z IL-6 (human IL-6, 
PeproTech) je potekalo 24 ur (kronično delovanje) ali 1 uro (akutno delovanje). Za 30 
min smo celice tretirali s 120 nM inzulinom in brez dodatka inzulina. 
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INS 
RX 24h 
RX 4h + INS 
IL6 1h + INS 
+ RX 4h 
IL6 24h + 
INS + RX 
24h  
RX 24h + 
INS 
Slika 3.2: Prikaz spojin dodanih v posamezno jamico pri preverjanju vpliva ruksolitiniba (RX) na z 
inzulinom (INS) spodbujeni signalni poti Akt/AS160 in MEK/ERK v prisotnosti visoke koncentracije IL-
6. Koncentracija ruksolitiniba je 10 µM, koncentracija inzulina je 120 nM, koncentracija IL-6 pa 50 
ng/mL. 
3.3.3 Vpliv tofacitiniba na z inzulinom spodbujeni signalni poti Akt/AS160 in 
MEK/ERK v prisotnosti visoke koncentracije IL-6 
Celice smo zadnjih 24 ur gojili v razmerah odtegnitve seruma. Celice smo tretirali z 10 
µM TC ali z 0,1 % DMSO 24 ure ali 4 ure. Tretiranje z interlevkinom-6 (human IL-6, 




PeproTech) je potekalo 24 ur (kronično delovanje) ali 1 uro (akutno delovanje). Za 30 
min smo celice tretirali s 120 nM inzulinom ali pa so bile brez dodatka. 
B IL6 1h IL6 24h INS 
TC 4h IL6 1h + INS 
IL6 24h + 
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TC 24h 
 TC 4h + INS 
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+ TC 4h 
IL6 24h + 
INS + TC 24h  
TC 24h + INS 
Slika 3.3: Prikaz spojin dodanih v posamezno jamico pri preverjanju vpliva tofacititniba (TC) na z 
inzulinom spodbujeni signalni poti Akt/AS160 in MEK/ERK v prisotnosti visoke koncentracije IL-6 . 
Koncentracija tofacitiniba je 10 µM, koncentracija inzulina je 120 nM, koncentracija IL-6 pa 50 ng/mL. 
3.4 Ugotavljanje ravni proteinov 
3.4.1 Liza celic 
Po tretmajih smo celice na ledu trikrat sprali z ohlajenim PBS (4 °C), nato pa smo odsesali 
vso tekočino, celice pa zamrznili na -20 °C. Za lizo smo celicam na ledu dodali 150µL 
1x Laemmlijevega pufra (8 % (w/v) natrijev dodecil sulfat (SDS), 3 % (w/v) Tris-HCl, 
40 % (w/v) glicerol, 0,008 % (w/v) bromofenol modro, 20 % (v/v) β-merkaptoetanol) na 
vdolbinico. Nato smo celice odstavili z ledu in podrsali z dna s pomočjo palčke. Vzorce 
smo pobrali v epice in homogenizirali s sonifikatorjem UP50H (Hielsher, Ultrasound 
Technology, Teltow, Nemčija, 20 pulzov, amplituda 50 %, pulz 0,5). Nato smo vzorce 
stresali 20 min pri 56 °C in 600 rpm. Po končanem segrevanju smo primerno ohlajene 
vzorci zamrznili na -20 °C. 
3.4.2 NaDS PAGE 
Vzorce smo nanesli na elektroforezni sistem Criterion in že pripravljene gradientne (4-12 
%) bis-tris poliakrilamidne gele z 12 žepki. Nanesli smo 40 ml vzorca na žepek. V prvi 
in zadnji žepek smo nanesli molekulski velikostni standard Full Range Rainbow Protein 
Molecular Weight Marker (GE Healthcare, Švedska). Elektroforeza je potekala pri stalni 
napetosti 200 V približno 50 minut v pufru XT-MES. 




3.4.3 Prenos western 
Po končani elektroforezi smo proteine prenesli na PVDF-membrano Immobilon-P s 
porami velikosti 0,45 μm, ki smo jo pred tem aktivirali v 100 % metanolu. Sestavili smo 
elektroforezni sendvič. Za prenos na membrano smo uporabili sistem Criterion in tris-
glicinski pufer (0,38 % (w/v) Tris baza, 1,8 % (w/v) glicin, dH2O). Prenos je potekal pri 
konstantni napetosti 100 V približno 60 min ob stalnem hlajenju z ledom. 
3.4.4 Inkubacija s primarnimi protitelesi 
Membrano smo večkrat sprali s TBST ((0,25 % (w/v) Tris baza, 0,4 % (w/v) NaCl, 0,05 
% (v/v) Tween 20, 0,12 % (v/v) HCl, dH2O)) in 5 % ocetno kislino, nato pa smo jo  
inkubirali z 0,1 % Ponceau S, za vizualizacijo prenosa proteinov na membrano. Nato smo 
membrano večkrat sprali s 5% ocetno kislino, TBST in destilirano vodo ter razrezali na 
dele, ki so ustrezali posameznemu proteinu (pAkt, pErk1/2, PAS160, pSTAT3). 
Membrano smo inkubirali eno uro s 7,5 % mlekom v prahu (Pomurske mlekarne, 
Ljutomer, Slovenija) v TBST. Po večkratnem spiranju s TBST smo dodali primarna 
protitelesa specifična za vsak proučevan protein. Uporabljena primarna protitelesa so 
navedena v tabeli 3.1. Inkubacija je potekala čez noč, na stresalniku, v hladni sobi.  
protitelo proizvajalec vir 



















Tabela 3.1: Seznam uporabljenih primarnih protiteles 
3.4.5 Inkubacija s sekundarnimi protitelesi 
Membrane smo večkrat sprali s TBST, nato pa eno uro inkubirali s sekundarnimi 
protitelesi konjugiranimi s hrenovo peroksidazo (HRP). Sekundarna protitelesa (anti-




rabbit, konjugiran s HRP, BioRad (Hercules, CA, ZDA)) so bila v 5 % mleku v prahu 
zamešanem v TBST. Koncentracija sekundarnih protiteles za posamezne proteine je bila: 
• Za pAkt 1:10.000 - 1:15.000 
• Za pAS160 1:20.000 
• Za pErk1/2 1:25.000 
• Za pSTAT3 1:10.000 
 
3.4.6 Kemoluminiscenca in ekspozicija na filme 
Po 30min spiranja membrane s TBST, smo membrano popolnima posušili. Specifične 
proteinske lise smo pokazali s pomočjo ojačane kemoluminiscence ECL ( ang. Enhanced 
chemiluminscence). Uporabili smo kemiluminiscentni reagent 1, ki vsebuje peroksid, in 
kemiluminiscentni reagent 2, ki vsebuje luminol (Pierce™ ECL Western Blotting 
Substrate, ThermoScientific, 4 mL vsakega od reagentov na membrano). Po pripravi 
reagentov smo oba tik pred inkubacijo zmešali ter mešanico nakapljali neposredno na 
membrano. Hrenova peroksidaza, konjugirana na sekundarna protitelesa, katalizira 
reakcijo med H2O2 in luminolom, pri čemer nastane 3-aminoftalat, ki pri prehodu v 
osnovno stanje oddaja svetlobo z valovno dolžino 428 nm. Svetlobni signal smo posneli 
na visoko občutljivi film, ki smo ga razvili v ECL napravi Curix 60. 
3.4.7 Analiza rezultatov in statistične metode 
Kemiluminiscentni signal posnet na rentgenski film smo kvantificirali z denzitometrom 
GS-800 Calibrated Densitometer in računalniškim programom Quantity One (BioRad, 
Hercules, CA, ZDA). Statistično analizo in pripravo grafov smo naredili s programom 
GraphPad Prism 6 (GraphPad, Software, CA, ZDA). Rezultati so predstavljeni kot 
povprečna vrednost ± standardna napaka (SEM,  ang. standard error mean). Več skupin 
smo med seboj primerjali z enosmerno ANOVO za neponovljene meritve in 
Bonferronijevimi ali Tukeyevimi post hoc testi. Za mejo statistične značilnosti smo 









4.1 V bazalnih razmerah ruksolitinib znižuje raven fosforilacije Akt in 
AS160, nima pa vpliva na Erk1/2  
Ruksolitinib bi lahko kot inhibitor JAK prispeval k večji odzivnosti mišičnih celic na 
inzulin. Zanimal nas je predvsem vpliv inzulina (celice smo izpostavili 12 nM in 120 nM 
koncentraciji inzulina) na aktivacijo signalnih poti Akt/AS160 in MEK/ERK glede na 
dodatek ruksolitiniba. Aktivnosti signalne poti Akt/AS160 smo preverjali z 
ugotavljanjem ravni fosforilacije Akt na mestu Ser473 z metodo prenosa western. 
Ugotavljali smo tudi raven fosforilacije substratov Akt AS160 in AS (vseh substratov 
Akt). Za oceno aktivnosti signalne poti MEK/ERK smo ugotavljali raven fosforilacije 
proteinov Erk1/2 na mestih Thr202/Tyr204. Za proteina Akt in Erk1/2 smo naredili 8 
ponovitev z vsakim tretmajem, za protein AS160 in družino proteinov AS pa 4 ponovitve 
z vsakim tretmajem. 
V kulturi podganjih miocitov L6 smo pri 4 urnem tetiranju z ruksolitinibom opazili  50 
% zmanjšanje ravni fosforilacije Akt (P<0,01) (slika 4.1 A) in podobno zmanjšanje ravni 
fosforilacije substratov Akt, torej AS160 (P<0,01) (slika 4.1 B) in AS (P<0,01) (slika 4.1 
C). Ob dodatku ruksolitiniba pa nismo opazili spremembe pri fosforilaciji Erk1/2 (slika 
4.1 D). Delovanje ruksolitiniba je bilo enako v bazalnih razmerah in ob dodatku inzulina.  
4.2 V prisotnosti visoke koncentracije IL-6 ruksolitinb in tofacitinib  ne 
povečata aktivacije Akt in AS160 
Interlevkin-6 na inzulinsko signalizacijo vpliva prek različnih signalnih poti. Njegovi 
vplivi se razlikujejo tudi, če deluje akutno ali kronično. Zanimala nas je predvsem 
odvisnost aktivacije signaline poti Akt/AS160 od IL-6 v visoki koncentraciji (50 ng/mL). 
Vpliv IL-6 smo ugotavljali v razmerah kratkotrajne, enourne izpostavitve (akutni učinek) 
in v razmerah dolgotrajne 24-urne izpostavitve (kronični učinek). Vzporedno smo celice 
obdelali z inzulinom v 120 nM koncentraciji. Nadalje smo preverili kako na aktivacijo 
signalnih poti vpliva dodatek inhibitorjev JAK ruksolitiniba in tofacitiniba. Tudi tu smo 
opazovali tako kratkotrajni vpliv (4h delovanje), kot tudi dolgotrajni vpliv (24h 
delovanje). Za vsak protein smo naredili 4 ponovitve z vsakim tretmajem. 
 






Slika 4.1: Vpliv ruksolitiniba na odzivnost podganjih mioblastov. A) Fosforilacija Akt (pAkt), B) 
fosforilacija AS160 (pAS160), C) fosforilacija AS (pAS) in D) fosforilacija Erk1/2 (pErk1/2). Rezultati so 
predstavljeni kot povprečne vrednosti ± SEM. Nad vsakim grafom je reprezentativna slika odtisa western 
in slika PVDF-membrane obarvane z barvilom Ponceau S. # P<0,05 glede na kontrolne vzorce (enosmerna 
ANOVA z Bonferonnijevmi testi). 
Za preverjanje aktivnosti signalne poti Akt/AS160 smo uporabili prenos western, s 
katerim smo ugotavljali raven fosforilacije Akt na mestu Ser473. Za to signalno pot smo 
ugotavljali tudi raven fosforilacije substrata Akt AS160. Preverjali smo tudi aktivacijo 
STAT3 na mestu Tyr705. 
Opazlili smo, da IL-6 ob akutnem delovanju (1h delovanje) statistično značilno zvišuje 
fosforilacijo AS160 v primerjavi z bazalno vrednostjo (P<0,01) (slika 4.3 B). Ob 
kroničnem delovanju IL-6 ni bilo opaznih sprememb v aktivaciji AS160 (sliki 4.2 in 4.3 




B). IL-6 ni imel vpliva na aktivacijo Akt ob akutnem ali kroničnem delovanju glede na 
bazalno raven, pri dodatku inzulina pa se je aktivacija Akt znižala ob akutnem delovanju 
IL-6 (P<0,01). Pri kronični prisotnosti IL-6 je vrednost ostala enaka (sliki 4.2  in 4.3 A). 
IL-6 tako ob kroničnem, kot akutnem delovanju statistično značilno zviša raven 
fosforilacije STAT3 (P<0,001), inzulin pa znižuje raven fosforilacije (P<0,05) (slika 4.3 
D). 
Pri delovanju ruksolitiniba smo opazili manjše povečanje ravni fosforilacije Akt pri 4-
urnem tretmaju v primerjavi z aktivacijo ob dodatku inzulina (P<0,0001) in v primerjavi 
z aktivacijo ob dodatku inzulina in IL-6 (P<0,01) Ob 24-urnem delovanju ni bilo 
sprememb v ravni fosforilacije Akt (slika 4.2 A). Opazili smo statistično značilno 
znižanje ravni fosforilacije AS160 pri 4-urnem tretiranju glede na bazalno raven 
(P<0,001) in glede na aktivacijo ob dodatku inzulina (P<0,0001), ne pa v primerjavi z 
aktivacijo ob dodatku inzulina in IL-6, kjer ni bilo sprememb (slika 4.2 B). Podobne 
vplive smo opazili ob 24-urnem tretiranju z ruksolitinibom. Znižanje aktivacije je opazno 
glede na bazalno raven (P<0,01) in glede na aktivacijo ob dodatku inzulina (P<0,0001) 
ter tudi v primerjavi z aktivacijo ob dodatku inzulina in IL-6 (P<0,001) (slika 4.2 B). 
 
Slika 4.2: Vpliv ruksolitiniba na z inzulinom spodbujeni signalni poti Akt/AS160 in MEK/ERK v 
prisotnosti visoke koncentracije IL-6 v L6 podganjih mioblastih. A) Fosforilacija Akt (pAkt), B) 
fosforilacija AS160 (pAS160) in C) fosforilacija Erk1/2 (pErk1/2). Belo bazalne vrednosti, sivo akutni 
tretmaji in črno kronični tretmaji. N=4. Rezultati so predstavljeni kot povprečne vrednosti ± SEM. Nad 
vsakim grafom je reprezentativna slika odtisa western in slika PVDF-membrane obarvane z barvilom 
Ponceau S. # P<0,05 glede na kontrolne vzorce (enosmerna ANOVA z Tukeyevimi testi). 
Delovanje tofacitiniba je zelo podobno delovanju ruksolitiniba. Znova smo opazili  
povečanje ravni fosforilacije Akt pri 4-urnem tretiranju v primerjavi z aktivacijo ob 
dodatku inzulina (P<0,05), ne pa tudi v primerjavi z aktivacijo ob dodatku inzulina in IL-




6.  Prav tako nismo opazili sprememb pri 24-urnem delovanju tofacitiniba v primerjavi z 
aktivacijo ob dodatku inzulina, je pa opazno znižanje aktivacije Akt v primerjavi z 
aktivacijo ob dodatku inzulina in IL-6 (P<0,05) (slika 4.3 A). Opazno je zvišanje 
aktivacije AS160 pri 4-urnem tretiranju glede na bazalno raven in v primerjavi z 
aktivacijo ob dodatku inzulina ter rahlo znižanje v primerjavi z aktivacijo ob dodatku 
inzulina in IL-6, vendar vse te spremembe niso statistično značilne. Pri 24-urnem 
delovanju ni sprememb v aktivaciji AS160 (slika 4.3 B).  
4.3 V prisotnosti visoke koncentracije IL-6 ruksolitinb in tofacitinib  ne 
vplivata na aktivacijo Erk1/2 
Zanimala nas je tudi odvisnost aktivacije signaline poti MEK/ERK od IL-6 v visoki 
koncentraciji (50 ng/mL). Vpliv IL-6 smo ugotavljali v razmerah kratkotrajne, enourne 
izpostavitve (akutni učinek) in v razmerah dolgotrajne 24-urne izpostavitve (kronični 
učinek). Vzporedno smo celice obdelali z inzulinom v 120 nM koncentraciji. Nadalje smo 
preverili kako na aktivacijo signalnih poti vpliva dodatek inhibitorjev JAK ruksolitiniba 
in tofacitiniba. Tudi tu smo opazovali tako kratkotrajni vpliv (4h delovanje), kot tudi 
dolgotrajni vpliv (24h delovanje). Za vsak protein smo naredili 4 ponovitve z vsakim 
tretmajem. 
Za oceno aktivnosti signalne poti MEK/ERK smo merili fosforilacijo proteinov Erk1/2 
na mestih Thr202/Tyr204.   
Opazili smo, da dodatek IL-6 nima vpliva na aktivacijo Erk1/2. Spremembe niso vidne v 
razmerah 4-urne izpostavitve in 24-urne izpostavitve, glede na bazalno raven in glede na 
raven ob dodatku inzulina (sliki 4.2 in 4.3 C). 
Ruksolitinib in tofacitinib nimata vpliva na aktivacijo Erk1/2. Pri obeh nismo opazili 
sprememb v ravni fosforilacije ob 4-urnem in 24-urnem delovanju v primerjavi z bazalno 
ravnjo, vrednostjo ob dodatku inzulina ter vrednostjo ob dodatku inzulina in IL-6. Edina 
izjema je znižanje aktivacije Erk1/2 ob 24-urnem delovanju tofacitiniba glede na 
aktivacijo ob dodatku inzulina in IL-6 (P<0,001) (sliki 4.2 in 4.3 C). 
 






Slika 4.3: Vpliv tofacitiniba na z inzulinom spodbujeni signalni poti Akt/AS160 in MEK/ERK v prisotnosti 
visoke koncentracije IL-6 v L6 podganjih mioblastih. A) Fosforilacija Akt (pAkt), B) fosforilacija AS160 
(pAS160), C) fosforilacija Erk1/2 (pErk1/2) in D) fosforilacija STAT3 (pSTAT3). Belo bazalne vrednosti, 
sivo akutni tretmaji in črno kronični tretmaji. N=4. Rezultati so predstavljeni kot povprečne vrednosti ± 
SEM. Nad vsakim grafom je reprezentativna slika odtisa western in slika PVDF-membrane obarvane z 
barvilom Ponceau S. # P<0,05 glede na kontrolne vzorce (enosmerna ANOVA z Tukeyevimi testi). 
 





Inhibitorja JAK, ruksolitinib in tofacitinib znižujeta aktivnost Akt in AS160, proteinov ki 
sta del signalne poti PI3K/Akt/AS160. Ta učinek jakinibov lahko povečuje občutljivost 
in odzivnost skeletnomišičnih celic na inzulin. V diplomski nalogi smo preverjali učinek 
ruksolitiniba in tofacitiniba na aktivnost signalnih poti, sproženih z inzulinom v razmerah 
ob prisotnosti in odsotnosti IL-6. Rezultati kažejo, da ruksolitinib in tofacitinib aktivacijo 
Akt in AS160 znižujeta tako v bazalnih pogojih, kot ob dodatku različnih koncentracij 
inzulina (12 nM in 120 nM), ne pa ob visoki koncentaciji IL-6 (50 ng/mL). Delovanje 
ruksolitiniba in tofacitiniba je podobno ob kratkotrajnem, 4-urnem delovanju, in 
dolgotrajnem, 24-urnem delovanju na L6 miocite. Uporabljena jakiniba pa nimata vpliva 
na aktivnost proteina Erk1/2, proteina na signalni poti MEK/ERK. Tofacitinib je pokazal 
tudi znižanje aktivnosti STAT3.  
Ruksolitinb je kot inhibitor JAK v bazalnih pogojih zniževal aktivacijo proteinov Akt in 
AS160 na signalni poti PI3K/Akt, kar lahko poveča občutljivost celice na inzulin. Gre za 
povsem drugačno uporabo inhibitorjev JAK, kot smo je bili vajeni do zdaj. Trenutno se 
jakinibi uporabljajo predvsem za preprečevanje bolezni, kjer je problem razmerje med 
diferenciacijo in proliferacijo celic [19], [20]. Kljub povečani občutljivosti na inzulin na 
eni signalni poti pa ju še ne moremo imenovati kot zdravili za SB-2. Tudi v našem 
eksperimentu nismo zaznali sprememb v aktivaciji signalne poti MEK/ERK. Potrebnih 
bo še več raziskav na tem področju, prav tako bo potrebno proučiti vpliv na vsa področja, 
kjer deluje inzulin v skeletnomišični celici. Nadalje bi bilo koristno podobno raziskavo 
izvesti na primarnih celičnih kulturah človeških skeletnih mišic. Je pa naša raziskava 
dober začetek v razumevanju vpliva jakinibov na inzulinsko signalizacijo v 
skeletnomišičnih celicah.  
Ruksolitinib in tofacitinib sta ob dodatku visoke koncentracije IL-6 pokazala precej 
majhno zvišanje aktivacije Akt pri 4-urnem delovanju, pri 24-urnem delovanju pa nismo 
opazili sprememb v aktivaciji. Ruksolitinib je rahlo znižal tudi aktivacijo AS160, medtem 
ko jo je tofacitinib rahlo povečal pri 4-urnem delovanju. Rezultati niso bili v skladu z 
našimi hipotezami in pričakovanji. Predvsem je presenetljivo zvišanje aktivnosti glede na 
bazalno vrednost Akt in AS160, saj je ruksolitinib v prejšnjem poskusu občutno znižal 
raven fosforilacije obeh proteinov. Pričakovali smo tudi večje zvišanje aktivacije Akt in 
AS160 ob dodatku jakinibov, saj IL-6 prek produkta signalne poti JAK-STAT, SOCS3 
inhibira signalizacijo proteina IRS-1 in s tem zmanjša znotrajcelično signalizacijo tudi 
inzulinskih signalnih poti. Inhibicija JAK bi torej pomenila zmanjšanje signalizacije IL-




6 prek signalne poti JAK-STAT in posledično povečanje aktivacije signalne poti 
Akt/AS160. IL-6 sicer zvišuje aktivacijo AS160 tudi prek lastne signalne poti  
LKB1/AMPK/AS160 [25].  Posledice aktivacije te signalne poti smo opazili tudi mi v 
naših poskusih ob dvigu fosforilacije AS160, vendar zgolj ob enournem tretmaju z IL-6. 
AS160 je pomemben, saj ob aktivaciji preneha z inhibicijo translokacije veziklov 
transporterjev glukoze GLUT4 na plazmalemo. Posledično lahko skeletnomišične celice 
privzamejo glukozo iz krvnega obtoka in pridobijo glavno sestavino za proizvodnjo 
energije [5], [6]. Možno je, da IL-6, ki se sprošča ob kontrakcijah skeletne mišice poskrbi 
za zadosten vnos glukoze v mišico med aktivnostjo, hkrati pa poskuša zavreti vse ostale 
učinke inzulina. Dokler je delovanje akutno, je to za skeletno mišico koristno, ob 
kroničnem delovanju pa lahko pride do inzulinske rezistence zaradi prevelike inhibicije 
prenosa inzulinskega signala znotraj celice. Delovanje IL-6 torej ostaja kontroverzna 
tema, sploh pri delovanju na inzulinsko rezistenco. Medtem ko naj bi akutno delovanje 
IL-6 preprečevalo inzulinsko rezistenco, naj bi jo kronično delovanje povečevalo [14]. 
Kronično delovanje namreč prek signalne poti JAK-STAT in tudi drugih poskrbi za 
inhibicijo proteina IRS-1 na inzulinski signalni poti in s tem nezmožnost prenosa 
inzulinskega signala že od receptorja naprej. Posledično je privzem glukoze nizek, 
inzulinska signalizacija pa vse močnejša, da bi priskrbela zadostno količino glukoze za 
preživetje celice [25]. Kadar celica tako deluje dlje časa, izgubi občutljivost za inzulin in 
razvije se SB-2, najprej v skeletnih mišicah, kjer je privzem glukoze zelo visok [22]. Iz 
naših rezultatov lahko vidimo, da je aktivacija proteinov na signalni poti Akt/AS160 
upadla ob kroničnem delovanju IL-6, tudi kadar je bil v tretmaju prisoten inzulin. 
Aktivacija Akt in AS160 je ob akutnem delovanju IL-6 še vedno precej večja kot ob 
kroničnem delovanju. Opazimo lahko, da je učinkovitost delovanja ruksolitiniba in 
tofacitiniba skoraj identična. Zaradi zelo podobne sestave in enakem mehanizmu 
inhibicije JAK je to pričakovano [19]. Morda bi manjše razlike lahko pričakovali le zato, 
ker naj bi vsak inhibiral le določene izooblike JAK. Ruksolitinib je karakteriziran kot 
inhibitor JAK1 in JAK2, medtem ko je tofacitinib karakteriziran kot inhibitor JAK2 in 
JAK3 [19], [21]. Morda bi bilo v prihodnosti smiselno poskusiti, kakšni bi bili rezultati 
podobnega eksperimenta, če miocitom dodamo obe spojini hkrati. 
Po pričakovanjih ni prišlo do znižanja aktivacje Erk1/2 ob delovanju kateregakoli izmed 
inhibitorjev. Rezultati nam nakazujejo, da signalna pot JAK-STAT in inzulinska signalna 
pot MEK/ERK nista tesno povezani. Povezava je precej kompleksnejša kot povezava 
signalinih poti JAK-STAT in PI3K/Akt/mTOR [5], [10]. Signalna pot MEK/ERK je torej 
drugače regulirana in inhibicija JAK ter posledično signalne poti JAK-STAT nanjo nima 
vpliva. Morda ta signalna pot tudi ni prava tarča za zdravljenje SB-2, saj signalna pot ne 
postane rezistentna na inzulin [26]. 




Uporaba celičnih linij L6 iz skeletne mišice podgane je za tak tip raziskave zelo primerna 
zaradi hitre rasti in diferenciacije celic in posledično možnosti za dokaj hitro raziskovanje 
vpliva proučevanih snovi na mioblaste. Seveda pa se je potrebno zavedati, da obstajajo 
razlike mod podganjimi in človeškimi mišičnimi celicami in zato bi bilo koristno podoben 
poskus izvesti tudi na primarnih celičnih kulturah človeških skeletnih mišic. Poleg tega 
se je potrebno zavedati, da je naša metoda semi-kvantitativna, saj z denzitometrijo ne 
moremo povsem natančno določiti količine aktiviranega proteina in lahko prihaja do 
napak. V eksperimentu manjka tudi kontrola, kjer bi preiskovali le delovanje ruksolitiniba 
in tofacitiniba skupaj z IL-6. Kontrola bi morala obsegati tako akutni, kot kronični vpliv 
jakinibov in IL-6 na miocite. Poskusi so bili narejeni v posodah z 12 jamicami, zato ni 
bilo prostora še za to kontrolo, in sprejeli smo odločitev, da je ta kontrola še najmanj 
pomembna ter ni nujno potrebna v raziskavi. Rezultati so dovolj reprezentativni in 
smiselni za diplomsko nalogo, za znanstveno objavo pa bi bilo potrebno večje število 
ponovitev in bolj jasni rezultati.





V bazalnih razmerah je ruksolitinib zmanjšal aktivnost Akt in AS160, proteinov na 
signalni poti PI3K/Akt/AS160 in s tem povečal njihovo občutljivost na inzulin. Ni pa 
zmanjšal aktivnosti Erk1/2, proteina na signalni poti MEK/ERK. Kljub temu lahko 
potrdimo našo hipotezo, da dodatek ruksolitiniba poveča občutlivost in odzivnost na 
inzulin v skeletnomišičnih celicah. 
V prisotnosti visoke koncentracije IL-6 (50 ng/mL) sta ruksolitinb in tofacitinib rahlo 
zmanjšala z inzulinom spodbujeno aktivacijo signalne poti Akt/AS160 v 
skeletnomišičnih celicah, predvsem ob 24-urnem delovanju. V tem primeru naše hipoteze 
ne moremo potrditi, kljub temu da je zmanjšanje aktivnosti zelo majhno, v nekaterih 
primerih pa smo opazili tudi povečanje aktivnosti. V tem primeru si rezultati torej 
nekoliko nasprotujejo in ne moremo povleči povsem jasnega zaključka. Morda bi bilo 
smiselno izvesti večje število ponovitev eksperimenta. 
V prisotnosti visoke koncentracije IL-6 (50 ng/mL) ruksolitinb in tofacitinib nista 
vplivala na z inzulinom spodbujeno aktivacijo signalne poti Erk1/2 v skeletnomišičnih 
celicah. V naših rezultatih nismo opazili skoraj nobene spremembe v aktivaciji proteina 
Erk1/2. Rezultati potrjujejo našo hipotezo, da ruksolitinib in tofacitinib kot inhibitorja 
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